






Universidade de Évora - Escola de Ciências e Tecnologia 
 
 








Comparação do Proteoma Salivar entre Caucasianos 
(Portugueses) e Africanos (Cabo-Verdianos):  




Nádia Filipa de Carvalho Correia 
 
 
 Orientador(es) |        Elsa Cristina Carona de Sousa Lamy 
Pedro Moreira  












Universidade de Évora - Escola de Ciências e Tecnologia 
 
 








Comparação do Proteoma Salivar entre Caucasianos 
(Portugueses) e Africanos (Cabo-Verdianos):  




Nádia Filipa de Carvalho Correia 
 
 
 Orientador(es) |        Elsa Cristina Carona de Sousa Lamy 
Pedro Moreira  














A dissertação foi objeto de apreciação e discussão pública pelo seguinte júri nomeado 
pelo Diretor da Escola de Ciências e Tecnologia: 
 
• Presidente | Ana Rodrigues Costa (Universidade de Évora) 
• Vogal | Célia M. Antunes (Universidade de Évora) 























Agradeço primeiramente a Deus pois sem Ele nada teria conseguido, pois foi Ele quem 
planeou todos os meus caminhos e cuidou de todos eles para que eu chegasse até aqui; 
Tenho uma especial gratidão pela universidade de Évora pelo seu acolhimento e ensino 
disponibilizado em favor de uma melhoria comum; 
Agradeço de forma especial os meus orientadores, à Doutora Elsa Lamy e ao Doutor 
Fernando Capela, pelo trabalho que se disponibilizaram em realizar comigo, mas também 
pela atenção e carinho, agradeço ao Professor Doutor Pedro Moreira, da Universidade do 
Porto, por ter aceite participar na orientação deste trabalho e por todo o apoio com os 
Questionários de Frequência Alimentar. 
Às minhas colegas do laboratório pela amizade, pelo trabalho em equipa e pela ajuda que 
foi indispensável para a realização desse trabalho; 
Agradeço a todos os professores da universidade de Évora que foram compreensivos 
comigo e que me ajudaram a ganhar mais conhecimento; 
Agradeço a todo e qualquer tipo de apoio que me foi dado durante esse tempo por amigos 
e familiares e pessoas que acabei por conhecer durante essa fase de luta, pois sem esses 
apoios nada conseguiria; 
Às pessoas que desde os meus primeiros anos de estudo até então fizeram qualquer ação 
para me ajudar agradeço profundamente; 
E para terminar tenho um agradecimento profundo e especial a minha querida mãe que é 
















Agradecimentos ............................................................................................................ i 
Índice de figuras ......................................................................................................... iv 
Índice de tabelas .......................................................................................................... v 
Abreviaturas............................................................................................................... vi 
Resumo ...................................................................................................................... vii 
Abstract .................................................................................................................... viii 
1. Problemática ........................................................................................................ 1 
2. Fundamentos teóricos .......................................................................................... 3 
2.1. Proteoma salivar humano ................................................................................ 3 
2.1.1. α-amilase salivar ...................................................................................... 4 
2.2. Relevância da saliva como fonte de biomarcadores ......................................... 5 
2.3. Saliva e Genética ............................................................................................ 9 
2.4. Fatores de variações na composição proteica da saliva .................................. 10 
2.5. Saliva e alimentação ..................................................................................... 11 
2.6. Hábitos Alimentares do povo Cabo-verdiano ................................................ 12 
2.7. Hábitos Alimentares dos Portugueses ............................................................ 13 
3. Métodos e técnicas utilizadas ............................................................................. 14 
3.1. Participantes e recolha da saliva .................................................................... 14 
3.2. Questionários para avaliação dos hábitos alimentares .................................... 15 
3.3. Preparação das amostras de saliva ................................................................. 16 
3.4. Quantificação em proteína total pelo método de Bradford ............................. 16 
3.5. Taxa de secreção salivar das amostras ........................................................... 18 
3.6. Determinação da atividade da amilase salivar................................................ 18 
3.7. Comparação do Proteoma salivar .................................................................. 20 
3.7.1. Concentração das amostras .................................................................... 20 
3.7.2. Focagem isoelétrica ............................................................................... 20 
3.7.3. Segunda dimensão (SDS PAGE) ............................................................ 21 
3.7.4. Análise dos géis ..................................................................................... 22 
3.8. Análise estatística ......................................................................................... 23 
4. Resultados e Discussão ....................................................................................... 25 
 
 




4.1. Questionário de frequência alimentar ............................................................ 25 
4.2. Recordatório alimentar no período de 24 horas (Anexo 2) ............................. 29 
4.3. Concentração em proteína total e taxa de secreção ........................................ 31 
4.4. Atividade da α-amilase salivar em amostras da saliva ................................... 33 
4.5. Comparação de perfis salivares 2DE entre caucasianos e cabo-verdianos ...... 34 
5. Conclusão .............................................................................................................. 42 
5.1. Estudos Futuros ................................................................................................ 43 
6. Referências Bibliográficas ................................................................................. 44 
7. Anexos ................................................................................................................ 52 
Anexo I ................................................................................................................... 53 
Anexo II .................................................................................................................. 58 
Anexo III ................................................................................................................. 59 
Anexo IV ................................................................................................................ 60 
Anexo V .................................................................................................................. 62 
Anexo VI ................................................................................................................ 63 
Anexo VII ............................................................................................................... 64 



















Índice de figuras 
Figura 1. Três pares de glândulas salivares maiores. ..................................................... 4 
Figura 2. Ilustração da forma como se processa a troca de componentes entre sangue e 
saliva através da glândula salivar. ............................................................... 7 
Figura 3. Resultados obtido da comparação do proteoma da saliva de coreanos face a 
uma lista com conjunto de proteínas pertencente a saliva humana. .............. 9 
Figura 4. Esquema da placa utilizada para a determinação das concentrações de proteínas 
pelo método de Bradford. .......................................................................... 17 
Figura 5. Esquema da placa utilizada para a determinação da atividade da amílase salivar 
(adaptado das indicações do fabricante - Salimetrics). ............................... 18 
Figura 6. Imagem do gel 2D a ser retificado manualmente pelo software ImageMaster 
Platinum v.7.............................................................................................. 23 
Figura 7. Imagens de alimentos típicos de Cabo verde. .............................................. 27 
Figura 8. Exemplo da curva da absorvância da concentração padrão. ......................... 31 
Figura 9. Gráfico da comparação da média da concentração proteica das amostras 
relativamente aos dois grupos. .................................................................. 32 
Figura 10. Gráfico da comparação da atividade da α-amílase salivar entre caucasianos e 
cabo-verdianos, resultados expressos em U/mL. ....................................... 33 
Figura 11. Exemplar dos géis de cada grupo com clara diferença de expressão de alguns 
spots. ........................................................................................................ 34 
Figura 12. Análise de componentes principais e a respetiva percentagem de variabilidade 
entre os grupos. ......................................................................................... 35 
Figura 13. Representação gráfica da separação encontrada entre os grupos pela análise 
da PLS-DA. .............................................................................................. 35 
Figura 14. Representação das variáveis mais significantes na diferenciação entre os 
grupos e a respetiva intensidade. ............................................................... 36 












Índice de tabelas 
Tabela 1. Potenciais biomarcadores salivares referidos para diferentes patologias.. ...... 8 
Tabela 2. Diferentes diluições das amostras da saliva para a determinação da 
concentração proteica................................................................................ 17 
Tabela 3. Equação usada para cálculos da atividade da α-amilase salivar, e a respetiva 
legenda.. ................................................................................................... 19 
Tabela 4. Alimentos com diferenças significativas no consumo estimado entre os dois 
grupos em estudos (média +/- desvio padrão) g/pessoa/dia. ....................... 25 
Tabela 5. Alimentos com diferenças significativos de consumo estimado para os 
caucasianos (média +/- desvio padrão) g/pessoa/dia. ................................. 26 
Tabela 6. Nutrientes com diferenças significativos de consumo para os cabo-verdianos 
(média +/- desvio padrão) g/pessoa/dia.. ................................................... 28 
Tabela 7. Número do spot e as proteínas correspondentes a esses spots, assim como a 
indicação do sentido de variação, em cabo-verdianos, comparativamente a 





















• 2DE: bidimensional; 
• DTT: ditiotreitol; 
• Ig: Imunoglobulinas; 
• IgA: Imunoglobulina A  
• OMS: Organização Mundial da saúde; 
• PCA: Análise de componentes principais; 
• PIP: Proteína induzida por prolactina; 
• PLS-DA: Análise discriminante por mínimos quadrados parciais (Partial least 
square-discriminant analysis); 
• PRP: Proteínas ricas em prolina; 
• QFA: Questionário de Frequência Alimentar; 


















As proteínas salivares são reconhecidas pelo seu potencial como biomarcadores de 
diversas patologias, mas os seus níveis podem sofrer alterações com diversos fatores. A 
genética pode ter influência no proteoma salivar, apesar deste ser um assunto pouco 
explorado. Nesse sentido o propósito deste estudo é comparar o proteoma salivar de 
caucasianos com africanos, controlando para a sua alimentação, uma vez que esta poderá 
ser também um fator de variação. Técnicas de eletroforese bi-dimensional e determinação 
de atividade enzimática permitiram avaliar o proteoma salivar e Questionários de 
Frequência Alimentar e recordatórios das 24h anteriores, os hábitos alimentares. Foram 
observadas diferenças entre portugueses e cabo-verdianos, nos níveis de expressão de 
proteínas como imunoglobulinas e amilase, estando esta última aumentada nos cabo-
verdianos. Apesar de todos os participantes terem acesso aos mesmos alimentos, os 
indivíduos africanos apresentam maiores consumo de doces e menor consumo de frutos, 
o que poderá justificar algumas das diferenças salivares. 
 


















Comparison of salivary proteome between caucasian (Portuguese) and african 
(Cabo-Verde): influence of dietary habits.  
The salivary proteins are recognized for their potential as pathology biomarkers. 
However, their levels change in response to various factors. Ethnicity may have influence 
in salivary proteomics, although this has not been explored so far. In this sense, the 
purpose of this study is to compare the salivary proteome of Caucasians with Africans, 
controlling for their diet, since this last can be a source of variation. Bi-dimensional 
electrophoresis and enzymatic activity were used to evaluate salivary proteome and food 
frequency questionnaires and previous 24-hours recalls were used to assess dietary habits. 
Differences between Portuguese and Cape Verdeans were observed in the expression 
levels of proteins such as immunoglobulins and amylase, with this last being increased in 
Cape Verdean individuals. Although all participants have access to the same food 
environment, African individuals consume higher amounts of sweets and lower amounts 
of fruits, what can explain some of the salivary differences. 
Keywords: Salivary proteome; eating habits; biomarker
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1. Problemática 
A saliva corresponde ao fluido oral resultante da secreção das glândulas salivares, 
acrescido de moléculas provenientes do sangue, microorganismos orais e vários tipos 
celulares. Este fluido compreende, na sua composição, vários constituintes 
nomeadamente: água, eletrólitos, produtos nitrogenados, mucinas, lípidos, pequenos 
minerais, enzimas, imunoglobulinas, proteínas e entre outras moléculas, contendo ainda 
microorganismos. A saliva desempenha importantes funções como a lubrificação e 
proteção da cavidade oral, mantém a homeostasia e a integridade dos dentes, promove a 
mastigação, a deglutição, a digestão e a fala, e tem uma ação importante contra os 
microrganismos patogénicos (Humphrey & Williamson 2001; Cho et al. 2017). A saliva 
também serve como meio de diagnóstico de patologias ou processos fisiológicos, em 
função de variações nas quantidades de alguns dos seus constituintes. Destes últimos, as 
proteínas salivares são moléculas relevantes, sendo muito importante o seu estudo, 
identificação e caracterização.  
A proteómica salivar é uma abordagem que permite obter informação acerca de um 
elevado número de proteínas, sendo muito utilizada na pesquisa de biomarcadores 
salivares. Diversas patologias como o carcinoma espinocelular, leucoplasia oral, doença 
do enxerto contra o hospedeiro (do inglês graft-versus-host disease), síndrome de Sjogren 
e outros distúrbios autoimunes, têm sido estudadas através do proteoma salivar 
(Castagnola et al. 2017). 
No entanto, ao estudar o proteoma salivar há que ter presente que este fluido sofre 
alterações em resposta a uma grande diversidade de estímulos. Fatores como a hora do 
dia (ritmo circadiano), altura do ano (ritmo circanual), estado emocional e alimentação 
são alguns dos apontados como fazendo variar a composição proteica da saliva, pelo que 
devem ser tidos em conta aquando da análise deste fluido. 
Anteriormente foram relatadas diferenças no proteoma salivar entre indivíduos de 
diferentes etnias no plasma humano, e recentemente estudos desenvolvidos a nível da 
saliva humana com indivíduos coreanos surgiram diferenças étnicas entre o proteoma da 
saliva dos coreanos e a lista atualizada de proteínas da saliva humana (Cho et al. 2017). 
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Tendo em conta as possíveis fontes de variação no proteoma salivar, e no sentido de poder 
usar o mesmo para aplicações que abranjam a maior parte da população possível, é 
necessário aumentar o conhecimento acerca de diferenças que possam existir entre essas 
diferentes populações.  
Neste sentido, este trabalho possui como objetivo geral fazer a análise comparativa do 
proteoma salivar de caucasianos (portugueses) e de africanos (cabo-verdianos), 
relacionando-o com possíveis variações nos seus hábitos alimentares. Os seus objetivos 
específicos, são: 1) comparar os perfis proteicos eletroforéticos bidimensionais ente os 
dois grupos; 2) fazer a comparação das frequências alimentares das duas populações; e 3) 
avaliar o consumo alimentar entre esses dois grupos a curto prazo por meio do 
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2. Fundamentos teóricos 
2.1. Proteoma salivar humano 
Proteómica salivar refere-se ao nome dado ao estudo completo das proteínas existentes 
na saliva. Até ao momento, foram já detetadas/identificadas mais de 3000 proteínas 
salivares (Cho et al. 2017). As proteínas salivares são produzidas por glândulas salivares, 
existindo várias também provenientes do sangue e algumas de origem microbiana. As três 
glândulas salivares maiores são as glândulas parótidas, submandibular e sublinguais 
((Castagnola et al. 2017); Figura 1). Para além destas, os mamíferos possuem ainda as 
chamadas glândula salivares menores, as quais se encontram sob a forma de pequenas 
massas discretas em várias estruturas e regiões da cavidade oral (Holmberg & Hoffman 
2014). De entre as glândulas salivares menores fazem parte as labiais e bucais, 
glossopalatinas, palatinas, e as linguais que se dividem em lingual anterior, lingual 
posterior mucosa, lingual posterior serosa (Tandon et al. 2013; Kessler e Bhatt 2018). As 
proteínas podem ainda ser provenientes de fontes não glandulares como o fluido 
crevicular gengival, secreções de natureza mucosa (Dsamou, et al. 2011). 
Microorganismos como bactérias, vírus e fungos também contribuem para a composição 
do proteoma salivar, assim como pequenos péptidos que são derivadas da proteólise 
existente na cavidade oral (Pappa, et al. 2018).  
As células acinares das glândulas salivares contribuem com cerca de 85% das proteínas 
salivares enquanto as células do ducto glandular segregam proteínas com importantes 
funções biológicas para o organismo como por exemplo imunoglobulinas, fatores de 
crescimento, entre outras (Pappa, et al. 2018). Algumas das proteínas salivares são 
particularmente ricas em aminoácidos como a prolina (proteínas ricas em prolinas - PRP).  
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Figura 1. Três pares de glândulas salivares maiores. Adaptado de (Gabor 2016). 
 
2.1.1. α-amilase salivar 
A amílase salivar é uma das proteínas presentes em maior proporção na saliva estimulada. 
Produzida pelas células acinares epiteliais das glândulas salivares (especialmente as 
parótidas), a α-amilase refere-se a um dos mais abundantes constituintes da saliva 
humana. Essa enzima corresponde a cerca de 40 a 50% da proteína total, e desempenha 
importantes funções nomeadamente na digestão do amido (altera a propriedade física do 
amido de forma instantâneo) pela hidrólise deste em maltotriose, maltose, e 
oligossacarídeos maiores. Esta proteína tem também funções antimicrobianas, impedindo 
a aderência bacteriana nas superfícies orais e permite a depuração bacteriana na boca 
(Arhakis et al. 2013; Sahu et al. 2013; Mandel et al. 2010).   
Sendo o amido uma das principais fontes de carbohidratos na dieta humana, a amílase 
salivar constituiu-se uma das primeiras enzimas a ser reconhecida (Butterworth et al. 
2011).  
Estima-se ainda que a α-amilase salivar influencia a perceção do paladar e textura dos 
alimentos e por conseguinte as preferências alimentares. Este fato é relevante na medida 
em que modula a resposta sensorial aos constituintes alimentares na cavidade oral, o que 
conjuntamente com os fatores psicológicos e culturais conduz a motivações e escolhas 
alimentares diferenciadas (Tarragon et al. 2018). Contudo são necessários mais estudos 
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relacionados a essa área de investigação para comprovar esse conceito. Segundo Mandel 
et al. (2010) a associação entre a variação nos níveis da amílase salivar e a perceção do 
amido é de difícil revelação e além do mais a relação entre a variabilidade no número de 
cópias do gene AMY1 (gene que codifica a referida enzima, e influencia o número da 
amílase na saliva) e a perceção da viscosidade do amido terá sido pouco explorada. Há, 
no entanto, um trabalho recente que mostra que níveis diferentes de amílase estão 
relacionados com a perceção dos gostos doce e salgado de alimentos como o pão (Lamy 
et al. submetido).  
 
2.2. Relevância da saliva como fonte de biomarcadores 
O termo biomarcador diz respeito a moléculas biológicas que apresentam a possibilidade 
de serem quantificadas e servirem como indicadores das condições fisiológicas do 
organismo ou o seu estado de saúde (Devaraj 2013).  
Um dos objetivos mais desejáveis nas pesquisas e para a melhoria dos cuidados da saúde 
é a deteção do início e da progressão das morbilidades e a monitorização dos resultados 
terapêuticos pós tratamento por meio de uma abordagem não invasiva (Wong 2009). 
Quando se fala de métodos de diagnósticos não invasivo a saliva poderá ser uma boa 
opção, visto que o método para a sua recolha é simples, indolor, não causa muito 
desconforto aos pacientes, não carece de muita intervenção dos profissionais da saúde e 
é mais económica. Os procedimentos mais usados até agora para fins de diagnóstico como 
biópsias e recolhas de sangue de forma repetitiva, por serem um métodos invasivos e 
doloroso acabam por causar estresse nos pacientes especialmente quando as patologias 
são descobertas nos seus estágios iniciais e requerem muitas monitorizações (Yoshizawa 
et al. 2013).  
Assim, há vários argumentos que sustentam os benefícios da utilização da saliva, 
comparativamente à utilização de sangue ou tecidos na pesquisa de biomarcadores para 
diagnóstico de patologias e doutras situações: 
• Possibilidade da auto-recolha, sem a necessidade de um treino prévio, e com um 
processo de menor duração; 
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• É menos suscetível à adulteração por ser de fácil recolha; 
• Por não causar desconforto (sendo indolor e não invasivo) torna-se um incentivo 
para as pessoas a participarem nas análises médicas de modo conveniente; 
• A recolha e o manuseamento da amostra são seguros, pois o risco de transmissão 
de doenças é minimizada, sendo muito útil no caso das infeções virais e 
bacterianas; 
• Caso da transmissão do HIV através da secreção salivar é insignificante até porque 
nela há fatores que inibem essa infecciosidade; 
• Não requer muitas manipulações; 
• É de fácil transporte e armazenamento; 
• Economicamente traz menos custos tanto para os pacientes como para as 
instituições ligadas a cuidados de saúde (Yoshizawa et al. 2013).    
Um dos motivos pelos quais o proteoma salivar humano apresenta potencial para o 
diagnóstico de doenças tem a ver com o facto de muitas das proteínas presentes serem 
proteínas presentes no sangue. Aproximadamente 27% das proteínas identificadas na 
saliva dos humanos são encontradas no plasma, (Cho et al. 2017), para além de muitas 
dessas proteínas se encontrarem na saliva de forma proporcional aos seus níveis no 
plasma. 
Na Figura 2 pode observar-se a forma como ocorre a entrada dos constituintes do sangue 
(incluindo as proteínas) para a glândula salivar para se tornarem componentes da saliva. 
As glândulas salivares maiores são muito vascularizadas, o que facilita essa troca de 
componentes (Yoshizawa et al. 2013; Jasim et al. 2018). 
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Figura 2. Ilustração da forma como se processa a troca de componentes entre sangue e saliva através da 
glândula salivar. Adaptado de (Yoshizawa et al. 2013). 
 
Diferentes estudos mostram o potencial da saliva como fonte de biomaradores de diversas 
doenças. Por exemplo, foram observadas diferenças nos perfis proteicos salivares entre 
crianças e adolescentes com diabetes tipo 1 bem controlado, com mau controlo da 
diabetes tipo1 com crianças e adolescentes saudáveis (Pappa et al. 2018). De acordo com 
os autores, estas diferenças refletem as alterações que ocorrem a nível da doença. 
Nos últimos vinte anos a utilização da saliva como meio de diagnóstico precoce de cancro, 
especialmente nas regiões orofaríngeas e cavidades orais, tem atraído muito o interesse 
dos investigadores. Alguns estudos referem mais de cem potenciais biomarcadores 
salivares para a deteção do carcinoma oral de células escamosas (Cheng et al.  2014). 
Além dos referidos, a saliva possui componentes que podem servir de biomarcadores para 
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Tabela 1. Potenciais biomarcadores salivares referidos para diferentes patologias (Adaptado de Yin Ai 
et al. 2017). 
PATOLOGIAS BIOMARCADORES 
Doenças periodontais β-Glucoromidase; Proteína C reativa (PCR); Interleucina (IL); 
Metaloproteinases (MMP); Óxido nítrico 
Doenças autoimunes Cloreto de sódio (NaCl); Imunoglobulina A (IgA); 
Imunoglobulina G (IgG); Lactoferrina; Mediadores de 
inflamação (Interleucina 6; Prostaglandinas-PGE2; 
Tromboxanes-TXB2) 
Doenças vasculares Proteínas C reativas; Mioglobina; Creatinina quinase; 
Troponinas cardíacas; Mieloperoxidases 
Fibrose cística Cálcio; Fosfato; Ureia, Ácido úrico, PGE2 
Diabetes mellitus (2) IgA; Peroxidase salivar; Glicose, Potássio; Amilase e proteína 
total, Albumina 
Doença renal Cortisol; Nitrito; Ácido úrico; Sódio Cloreto; Amilase; 
Lactoferrina; Fosfato 
Infeções virais Imunoglobulina A; Imunoglobulina M (IgM); Antígeno P24 
Infeções bacterianas Anticorpos e Microorganismos 
 
No que diz respeito ao stress, a saliva tem sido grandemente usada para diagnostico. Este 
fluido possui marcadores que se elevam perante o stress, designadamente α-amilase, 
cortisol, e Cromogranina A (Ivkovic & Racic 2015). A saliva ainda pode servir como um 
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2.3. Saliva e Genética 
A possibilidade de existirem diferenças entre o proteoma salivar dos indivíduos 
pertencentes a populações diferentes não é de excluir, apesar de haver poucos informação 
na literatura disponível a esse respeito. No entanto, alguns estudos mostraram diferenças 
existentes nas proteínas a nível do plasma pertencentes a indivíduos de etnias distintas 
(Nedelkov et al. 2005; Herman e Cohen 2012; Choo et al. 2017).  
As diferenças nas proteínas a nível do plasma motivaram a realização de um estudo feito 
por Choo et al. 2017, onde os pesquisadores participantes determinaram diferenças 
étnicas no proteoma da saliva humana. O resultado que obtiveram foi que das 480 
proteínas consideradas da parte dos coreanos para o estudo, 226 não constaram na lista 
atualizada de proteínas da saliva humana. Na figura 3 consegue-se compreender melhor 
o resultado então obtido.  
 
Figura 3. Resultados obtido da comparação do proteoma da saliva de coreanos face a uma lista com 
conjunto de proteínas pertencente a saliva humana. Adaptado de Choo et al 2017. 
 
Experiências semelhantes foram realizadas para algumas espécies de animais. Segundo 
Lucena et al. 2018, diferentes raças caninas (Beagles, Podengos portugueses, Galgo e 
Rafeiro Alentejano) apresentam diferenças significativas entre-si a nível do proteóma 
salivar. 
Outros trabalhos realizados já abordaram as questões de diferenças na saliva pertencentes 
a indivíduos de populações diferentes, relativamente a outros constituintes. Hajat e 
colaboradores (Hajat et al 2010) concluíram que o cortisol salivar (de saliva recolhida em 
diferentes horários ao longo do dia) apresenta níveis diferentes entre os grupos de estudos 
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analisados (negros, brancos e hispânicos). Verificou-se nesse estudo que os hispânicos e 
negros têm níveis de cortisol mais baixos ao despertar, do que brancos, mas apresentam 
um declínio mais lento ao longo do dia, sobretudo nas primeiras horas, tendo nos finais 
do dia declínio muito pequeno e mais acentuada para os hispânicos.   
A variação na composição da saliva, entre indivíduos de populações diferentes também 
se observa em estudos acerca do microbioma oral. Estudos para a classificação do 
microbioma humano de indivíduos saudáveis mostram-se controversos em termos de 
resultados e um dos motivos para essa controvérsia é o fato da grande diversidade do 
microbioma, observada na saliva, se dever a divergência entre indivíduos de populações 
diferentes. De facto, foram analisados microbiomas salivares pertencentes a indivíduos 
de populações geneticamente diferentes (Alasca, Alemanha, Africa) e as amostras 
expressaram diferenças significativas entre si, ainda que se tenha identificado também 
um microbioma que é comum a todas estas populações (Gupta et al. 2017).   
 
2.4. Fatores de variações na composição proteica da 
saliva 
O proteoma salivar humano pode ser afetado por diversos fatores podendo ser além da 
genética também a idade, o sexo, o ritmo circadiano, variabilidade inter-individual, 
condições patológicas, nível de estresse (Castagnola et al. 2012; Lucena et al. 2018).   
Segundo Brandão et al. 2014, a flutuação de várias variáveis salivares ao longo do dia é 
influenciada pelo ritmo circadiano. Nomeadamente, proteínas salivares específicas e 
péptidos, em que a quantidade da proteína na saliva tem o seu pico máximo no período 
das 14 horas. Em relação à influência da ingestão de alimentos, pela experiencia realizada, 
notou-se que os níveis de proteínas salivares são substancialmente maiores após a 
ingestão de alimento do que quando em jejum.  
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2.5. Saliva e alimentação 
A saliva e a alimentação estão intrinsecamente ligadas entre si, por vários motivos. Por 
um lado, a saliva é conhecida pela função que desempenha no processo da alimentação 
nomeadamente através da sua participação na deglutição e na perceção sensorial, 
influenciando a escolha dos alimentos. Também interage com os constituintes dos 
alimentos, podendo afetar o seu acesso aos locais de receção do estímulo, ou mesmo a 
sua estrutura (Mosca et al. 2019). Por outro lado, a saliva dos indivíduos é afetada por 
parte daquilo que é ingerido. Por exemplo, segundo Tomeckova e colegas (Tomeckova 
et al. 2017), no caso de uma ingestão insuficiente de água, a quantidade de saliva 
produzida diminui, já que a mesma é formada em grande parte por água. Também no que 
diz respeito à ingestão de alimentos/nutrientes, há estudos que apontam para variações na 
composição da saliva: Mandel et al. 2010 referiram variações no número de cópias do 
gene AMY (que codifica para a proteína amilase salivar) entre populações com diferentes 
níveis de amido habitualmente presente nas dietas.  
Também um estudo realizado com indivíduos adultos teve como objetivo estimar a 
associação entre a composição da saliva e os nutrientes ingeridos. O resultado desse 
estudo revelou associação positiva entre a capacidade antioxidante total da saliva e a 
ingestão de carbohidratos simples, ainda que essa associação não tenha sido observada 
no caso dos carbohidratos complexos. Para além disso, a capacidade amilolitica 
apresentou correlação com o consumo total e a ingestão de carbohidratos simples 
(Méjean, et al. 2015). Estudos recentes têm vindo a reforçar esta associação entre a 
composição proteica da saliva e o consumo de diferentes alimentos. Em termos de hábitos 
alimentares (longo prazo) foi observado que proteínas como as cistatinas, por exemplo, 
estão associadas a um maior consumo de vinho (Lima 2019). De modo semelhante, foi 
observado que há efeitos de curto prazo, influenciados pela alimentação, com proteínas 
que variam de forma semelhante após o consumo de diferentes alimentos (por exemplo, 
decréscimo nos níveis de imunoglobulinas) e algumas outras cuja variação ocorre em 
resposta específica a um alimento particular (por exemplo o aumento de cistatinas em 
resposta a alimentos ricos em polifenois) (Lamy et al. dados não publicados). 
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2.6. Hábitos Alimentares do povo Cabo-verdiano 
Sendo os hábitos alimentares um fator com relevância em termos de composição proteica 
da saliva, é de interesse conhecer os hábitos alimentares de uma população, antes de poder 
atribuir a responsabilidade pelas variações na saliva dessa população aos genes ou à 
alimentação. 
Os hábitos alimentares de um determinado povo são definidos por razões como a 
geografia e o clima respeitantes ao país, de onde têm origem produtos típicos do território, 
conjuntamente com as tendências para a adequação aos produtos correspondentes a outros 
povos (Caiado et al. 2012).   
Seguindo a mesma linha do raciocínio o sistema alimentar do povo cabo-verdiano é 
influenciado por diversos fatores que estão intrinsecamente ligados ao território 
nomeadamente o fato do país apresentar baixa renda económica, condições climáticas 
pouco propícias para a prática da agricultura bem como uma área limitada de terreno que 
pode ser usado para as práticas agrícolas (terreno arável). Só aproximadamente 10% do 
território nacional são usados para esse propósito e as chuvas são irregulares. Tais 
condições fazem com que os hábitos alimentares da população comecem a seguir as 
tendências das dietas “globais”, começando a ser introduzidos hábitos mais 
ocidentalizados, dada a elevada importação de alimentos dos países desenvolvidos 
(Cabral et al. 2019). Ainda assim, o consumo de “fast food” é pouco frequente (Cabral et 
al. 2019). O país em si tem uma fraca capacidade de produção e obtenção dos alimentos 
primários.  
De uma maneira mais ampla, a nível da alimentação, o país pode ser classificado como 
predisposto a mudanças nutricionais, devido às razões mencionadas anteriormente, sendo 
a principal a elevada importação de que o país precisa como forma de dar respostas as 
necessidades nutricionais da população. Segundo Cabral et al. (2015), Cabo Verde sofre 
de alguma forma com as questões de mudanças nutricionais. Neste estudo foram 
comparados os principais alimentos consumidos no país entre os anos 1989 e 2009 e foi 
notado um aumento do acesso aos doces e açucares, gorduras, óleos vegetais, bebidas 
alcoólicas. Segundo este estudo, o país também sofre de algum modo com as questões da 
exportação, pois um país arquipelágico como é o caso de Cabo Verde e, portanto, com 
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ampla disponibilidade de área piscatória tem sido menos provido em peixes, 
comparativamente à disponibilidade da carne. Ainda por se tratar de um país em 
desenvolvimento e em processos de urbanização como referido por Craveiro et al. 2016, 
a transição nutricional ocorre devido ao acesso facilitado a alimentos a baixos preços e 
baixa qualidade nutricional que corresponde justamente a esses alimentos que são ricos 
em carbohidratos complexos gordura, açúcar e colesterol. 
Relativamente à alimentação tradicional do país, muito amplamente utilizada 
antigamente, mas que ainda hoje faz parte da alimentação, o milho é um alimento básico. 
Este tem servido como base para a elaboração de pratos como a cachupa, cuscuz, cherém, 
camoca, totoco, entre outros; outros alimentos comuns incluem o arroz, feijoadas, peixes, 
mandiocas e batatas. Fazem parte das bebidas tradicionais confecionadas no país o 
ponque, a aguardente de cana de açúcar, embora hoje em dia já sejam usados outros 
produtos para a produção desta bebida como a banana. Segundo Cabral et al. 2019 os 
alimentos mais consumidos são pão, açúcar, óleos, azeite, leite, banana madura, peixes. 
2.7. Hábitos Alimentares dos Portugueses 
A gastronomia portuguesa possui um valor inestimável para a cultura do país e, apesar 
das suas especificidades regionais, os alimentos típicos portugueses consistem em 
queijos, sobremesas tradicionais como arroz doce, leite-creme, rabanadas, os peixes 
(sardinhas, bacalhau), carnes de aves e carnes vermelhas, vinhos e azeite como principal 
fonte de gordura adicionada. A alimentação portuguesa conta com influências da Dieta 
Mediterrânica, sendo esta última baseada num consumo elevado de vegetais e frutas, 
nozes e leguminosas. (Araújo 2014). Apesar do país não se situar na bacia do 
mediterrâneo esse tipo de dieta constitui um património cultural que fora estabelecido na 
população pela influência dos ancestrais dos vizinhos do mediterrânio e especificidades 
dos emigrantes, e a ampla costa atlântica aumenta a disponibilidades dos peixes (Da Silva 
& Pinto 2016). Diversos produtos alimentícios foram incutidos na dieta portuguesa 
devido as descobertas no passado de várias rotas do comércio como é o exemplo das 
batatas, arroz, milho, condimentos, certos frutos (Caiado 2012). 
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Apesar de Portugal ser referido como um bom exemplo da prática da dieta mediterrânea 
pois a sua lista dietética é rica em vegetais, frutas, peixes e azeite, a verdade é que os 
hábitos alimentares que se observam hoje em Portugal incluem um nível considerável de 
alimentos característicos de dietas industrializadas (Vilela et al. 2014). Este afastamento 
do padrão de Dieta Mediterrânica também se caracteriza pelo aumento na ingestão de 
sódio, bebidas alcoólicas, tendo a cerveja um consumo acrescido em face ao consumo de 
vinho (Vieira et al. 2013). 
3. Métodos e técnicas utilizadas 
3.1. Participantes e recolha da saliva 
Para a análise e comparação do proteoma salivar entre os dois grupos, utilizou-se como 
amostra um total de 88 indivíduos (alunos da universidade de Évora) com idades 
compreendidas entre os 18 a 40 anos, sendo 32 de origem cabo-verdiana (16 masculinos 
e 14 femininos) com a idade entre os 18 a 38. E 56 de origem portuguesa (38 masculinos 
e 18 femininos) com a idade entre os 18 a 30. Como fatores de exclusão foram 
considerados a presença de doenças orais evidentes e de trato respiratórios bem como 
patologias de ordem metabólicas reportadas (ex. diabetes, hipotiroidismo). A recolha 
decorreu no período entre as dez às doze horas, em 4 dias diferentes na sala 068 do colégio 
Luís Verney, em grupos de 10 a 15 pessoas.  
Foi solicitado aos participantes que se abstivessem de comer ou beber qualquer bebida 
que não água no período de pelo menos 1 hora antes das recolhas. Para a recolha foi 
pedido aos participantes que bochechassem com um pouco de água (com o objetivo de 
limpar a cavidade oral) e aguardassem 30 segundos, seguindo-se a recolha, sem 
estimulação, num período de cinco minutos. Os participantes deixavam acumular a saliva 
produzida na boca, vertendo-a para dentro de um tubo de falcon, de cada vez que sentiam 
necessidade. Durante o período de recolha foi pedido que se mantivessem tranquilos e 
sem falar. Imediatamente após a recolha, os tubos foram colocados em gelo e 
transportados para um congelador a -28°C, onde permaneceram armazenados até análise 
laboratorial.  
 
jan-20 | Página 15 
3.2. Questionários para avaliação dos hábitos 
alimentares 
Uma vez que a saliva também é influenciada pelos hábitos alimentares, para além da sua 
recolha, fez-se também a recolha das informações a respeito dos hábitos alimentares de 
cada participante. Para isso usou-se um questionário de frequência alimentar (QFA), 
validado para a população portuguesa (Lopes 2000) e que se observou conter alimentos 
conhecidos pela população cabo-verdiana, sendo assim adequado para a mesma (Anexo 
I). O QFA é constituído por 86 itens alimentares, para além de um campo para referir 
outros alimentos habitualmente consumidos, para além desses. O QFA diz respeito à 
frequência de consumo, tendo em conta o espaço temporal de 1 ano. Para além do QFA, 
e de modo a ter informação do consumo recente, foi aplicado um recordatório relativo ao 
consumo alimentar nas últimas 24 horas (Anexo II). 
Os dados obtidos através dos QFA aplicados foram inseridos numa base de dados Access, 
para posterior tratamento através de software próprio (Faculdade de Ciências da Nutrição 
e Alimentação da Universidade do Porto). Obteve-se uma tabela com as quantidades 
médias diárias de consumo estimado, para cada um dos itens alimentares constantes, 
assim como as quantidades correspondentes de macro e micro-nutrientes de consumo 
estimado. Todavia essa comparação relativamente ao consumo de vários grupos de 
alimentos possui algumas limitações, pois é apenas com valores em bruto, não tendo sido 
realizado ajuste para variáveis que podem ter impacto na quantidade de alimentos 
ingeridos, como o consumo de energia, sexo, idade, massa corporal, estrato socio-
económico, e atividade física de cada indivíduo. 
No que diz respeito aos recordatórios das 24h anteriores, os dados de alimentos e 
quantidades de consumo estimado foram lançados numa tabela excel. A análise destes 
questionários foi feita apenas de forma qualitativa, no sentido de procurar eventuais 
diferenças nos tipos de alimentos consumidos, nomeadamente particularidades de cada 
etnia. Este estudo teve a aprovação da comitê de Ética em pesquisa, e todos os 
participantes assinaram um consentimento informado (Anexo III) 
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3.3. Preparação das amostras de saliva 
Para a realização de qualquer análise às amostras de saliva foi necessário proceder à 
limpeza das amostras, nomeadamente pela eliminação de mucinas da cavidade oral e/ou 
células e partículas sólidas. As amostras foram então descongeladas (mantidas ao gelo). 
Cada tubo foi pesado e de seguida centrifugado com refrigeração (centrífuga – Hermle 
323k, Agro 226) a uma rotação de 13000 g durante 30 minutos à temperatura de 4ºC. 
Depois de centrifugados, o sobrenadante de cada tubo foi retirado e aliquotado para 
diferentes tubos de 1,5mL (eppendorf), os quais foram posteriormente armazenados à 
temperatura de -28°C. 
3.4. Quantificação em proteína total pelo método de 
Bradford 
O método de Bradford é utilizado para a quantificação proteica em diversos laboratórios, 
dadas as vantagens de ser de fácil utilização, sensível, rápido, estável, sofrer poucas 
interferências de outras substâncias, económico, e compatível com agentes redutores 
(Nouroosi et al. 2015; Lemos et al. 2017). Este método é baseado na ligação do corante 
azul de Coomassie brilhante G-250 (CBBG) às proteínas, sendo capaz de detetar 
concentrações de 1 μg mL-1(Nouroosi et al. 2015). Trata-se de um método colorimétrico 
onde a cor castanha do reagente se transforma em azul na presença de proteínas pelo que 
a tonalidade depende das concentração proteica em uma dada amostra. 
A quantificação de proteínas por esse método consistiu na preparação de uma curva 
padrão de BSA (albumina do soro bovino), usando soluções com diferentes concentrações 
(25, 50, 75,100,150 e 200µg/mL-1).  
Tendo em conta que o método de Bradford se mostrou linear apenas até concentrações de 
200µg/mL-1, e tendo em conta a variação que existe na concentração proteica de 
diferentes amostras de saliva, as amostras tiveram que ser diluídas. As amostras foram 
diluídas, sempre a partir da amostra original (tabela 2). A diluição foi feita em água 
ultrapura, uma vez que esta foi a água usada para preparar os padrões de BSA. 
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Tabela 2. Diferentes diluições das amostras da saliva para a determinação da concentração proteica. 
Diluições Quantidade da 
amostra (µL) 
Quantidade da água 
ultrapura (µL) 
4 vezes 10  30  
8 vezes 5  35  
12 vezes 5  55  
 
Numa placa de 96 poços foram adicionados 10µL de água ultrapura em triplicado, de 
modo a constituir o branco; do mesmo modo foram adicionados 10 µL das soluções 
padrão (todas em triplicado) e 10 µL das diferentes amostras diluídas. Seguidamente 
acrescentou-se 200µL da solução do reagente Bradford em cada poço da placa. A figura 
4 é uma representação esquemática do que foi referido anteriormente. 
 
Os valores de absorvância foram lidos através da utilização de um leitor de microplacas 
(Glomax promega) a 600nn. O cálculo das concentrações das amostras foi feito através 
da reta obtida com as concentrações padrão de BSA. A partir da equação da reta (y = mx 
+ b), considerando o (y) como a absorvância e o (x) como a concentração, calculou-se a 
concentração proteica final para cada amostra de saliva. Subsequentemente multiplicou-
se o valor obtido pelo fator de diluição. 
Figura 4. Esquema da placa utilizada para a determinação das concentrações de proteínas pelo método de Bradford. 
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3.5. Taxa de secreção salivar das amostras 
A taxa de secreção foi calculada pela divisão do peso da saliva pelo tempo da colheita 
que nesse caso foi de 5 minutos. Tendo em conta que a saliva é constituída por 98-99% 
de água, considerou-se uma densidade de 1g/mL. O peso da saliva foi determinado no 
tubo de falcon subtraindo o peso do tubo vazio.  
3.6. Determinação da atividade da amilase salivar 
Para a determinação da atividade da amílase nas amostras da saliva utilizou-se o princípio 
do consumo de um substrato cromogéneo (2-cloro-p-nitrofenol ligado à maltotriose) por 
parte da α-amilase, e a determinação da absorvância do produto resultante dessa reação 
(2-cloro-p-nitrofenol).  
Para isso as amostras da saliva foram diluídas 200x (1μL da saliva e 199 μL do diluente), 
seguidamente as amostras então diluídas foram aplicadas (6 μL) em duplicado numa placa 
de 96 poços, bem como os controlos (alto e baixo, de acordo com indicação do kit, 
Salimetrics), conforme mostra a figura 5. 
 
Figura 5. Esquema da placa utilizada para a determinação da atividade da amílase salivar (adaptado das 
indicações do fabricante - Salimetrics). 
 
Seguidamente acrescentou-se 240 μL de substrato (previamente aquecido a 37ºC) em 
cada poço. A placa foi incubada na estufa (Heraeus Function Line) durante 1 min, 
seguindo-se a primeira leitura num leitor de placas (Bio-Rad, Model 680) a 405nm. A 
placa foi novamente incubada a 37ºC, por mais dois minutos, e ao fim desse tempo foi 
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feita nova leitura, no comprimento de onda referido. Os cálculos que conduziram aos 
resultados relativamente à atividade enzimátia da α-amilase, foram realizados com base 
na equação fornecida pelo fabricante (Tabela 3).  
 
Tabela 3. Equação usada para cálculos da atividade da α-amilase salivar, e a respetiva legenda. Os 
resultados são expressos em U/mL. 
 
 
Para a determinação da atividade enzimática da amílase em relação ao total de proteína, 
(atividade especifica). dividiu-se o valor da sua atividade (U/L) pela respetiva 
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3.7. Comparação do Proteoma salivar 
3.7.1. Concentração das amostras 
Para a análise e comparação das proteínas salivares através da eletroforese 2DE 
selecionaram-se catorze amostras da saliva (sete para cada grupo) dos participantes, de 
forma aleatória. 
As amostras da saliva selecionadas foram concentradas através de ultrafiltração em 
membranas com um cut-off de 3kDa. A centrifugação (centrífuga – Hermle 323k, Agro 
226) realizou-se a 4ºC e 13000g pelo tempo necessário para ter uma quantidade de 
proteína total de 125μg num volume final inferior a 25μL. 
3.7.2. Focagem isoelétrica  
Após a concentração das amostras, as mesmas foram misturadas com tampão de re-
hidratação [4% (m/v) 1- propanosulfonato de 3-(3-colamidopropil) dimetilamónio 
(CHAPS), 7M ureia, 2M tioureia, 40mM ditiotreitol (DTT), 2% (v/v) mistura de anfólitos 
(IPG buffer, GE healthcare)]. A quantidade de tampão adicionado à amostra dependeu do 
volume desta última, sendo o necessário para que em conjunto com a amostra totalizasse 
125μL (volume recomendado para re-hidratação das tiras de gel para focagem 
isoelétrica).  
A mistura foi incubada à temperatura ambiente pelo período de uma hora, seguindo-se 
uma centrifugação à temperatura ambiente (centrífuga – eppendorf 5424) durante 10 
minutos a uma velocidade de 10000rpm. Após a centrifugação o sobrenadante foi 
aplicado em cada uma das diferentes ranhuras do suporte para tiras, do sistema Multiphor 
II (GE healthcare). 
As tiras de gel foram colocadas de forma a que o gel ficasse em contato com as amostras, 
re-hidratando, de forma passiva por um período de 16 a 20 horas, à temperatura ambiente 
e cobertas com óleo mineral.  
Após re-hidratação, as tiras foram colocadas no sistema Multiphor II 
(PHARMACIA LKB), para focagem isoelétrica das proteínas (primeira 
dimensão), a uma temperatura de 18ºC, segundo o seguinte programa: passo 1 – 
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subida para 100V (0:01h), passo 2 - 300V (1:00h), passo 3 – subida para 3500V 
(4:00h), passo 4 – 3500V (3:00h). 
 
3.7.3. Segunda dimensão (SDS PAGE) 
Após a realização da focagem isoelétrica, as tiras de gel foram armazenadas a -28ºC até 
realização da separação proteica através das massas moleculares das proteínas. 
Foram preparados géis de poliacrilamida de 14%. Essa preparação consistiu na 
preparação dos géis através da adição de água bidestilada (8,25mL); Tris 1,5M, pH 8,8 
(7,5mL); SDS (300μL); acrilamida/bis 30% (13,95ml); Persulfato de amónio (225μL) e 
TEMED (15 μL). Estes dois últimos reagentes são adicionados no final pelo fato de serem 
agentes polimerizantes. Após a adição desses dois reagentes coloca-se a solução no 
sistema já montado com o auxílio de uma pipeta, evitando a criação de bolhas, 
adicionando por cima deste a água destilada, para prevenir contacto de gel com oxigénio.  
Para o gel de concentração (preparado após o gel de resolução), utilizaram-se os seguintes 
reagentes: água bidestilada (4,86mL); Tris 0,5M, pH 6,8 (2mL); SDS 10% (m/v) (80μL); 
Acrilamida/bis 30% (1,06mL); APS (48μL) e TEMED (8,8μL).  
Após preparação dos géis, as tiras de gel, onde previamente se realizou a focagem 
isoelétrica, passaram por um procedimento designado equilibrio. Realizaram-se dois 
passos de equilíbrio, de 15 minutos cada, o equilíbrio das tiras consiste em desfazer as 
pontes persulfureto existente nas proteínas pela ação de um agente redutor o ditiotreitol 
(DTT), já o agente alquilante (iodoacetamida) impede o restabelecimento dessas ligações.  
A solução de equilíbrio consistiu em 6M ureia, 75mM Tris-HCl pH 8.8, 29,3% (v/v) 
glicerol, 2% (m/v) SDS e 0,002% (m/v) de azul de bromofenol. Para o primeiro passo (de 
redução) foi adicionado, a esta solução, DTT, a uma concentração final de 1% (m/v) e 
para o segundo passo (de alquilação) foi adicionada iodoacetamida, a uma concentração 
final de 2,5% (m/v). 
Após o equilíbrio das tiras, os géis previamente preparados foram colocados nos 
suportes da tina eletroforética (Bio-Rad PowerPac basic), e as tiras foram colocadas 
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com muito cuidado entre os vidros. No caso de alguns géis, foi feito um poço, no topo 
do gel, para adição de 3µL de um marcador de massas moleculares (Dual Color, 
BioRad). A tina foi preenchida com o tampão de corrida (Tris-HCl 25mM pH 8,3; 
0,192M glicina, 0,1% (m/v) SDS), tendo a corrida eletroforética decorrido a uma 
voltagem constante (140V). Quando a frente da corrida atingiu o fim do gel a corrente 
foi desligada (período de 1.30h a 2h). 
Após a corrida os géis foram fixados (10% ácido acético, 40% metanol) durante 2 horas, 
e de seguida corados com uma solução de azul brilhante Coomassie G-250 (0,125%) 
durante 2 horas e descorados em várias mudanças de água destilada, até o background 
azul ficar o mais claro possível. Os géis foram digitalizados utilizando o scanner 
ImageScanner III (GE Healthcare) e o software Labscan. 
 
3.7.4. Análise dos géis 
Para as análises dos géis 2D utilizou-se o software ImageMaster Platinum v.7, o qual 
permite que os spots dos géis correspondentes as proteínas sejam reconhecidas e 
assinalados automaticamente. Após esta deteção automática, houve uma edição manual, 
para garantir uma correta deteção. Todos os erros foram retificados no programa (Figura 
6). Após a retificação de todos os géis fez-se o emparelhamento dos spots entre os 
diferentes géis. Este emparelhamento, numa primeira fase, consistiu na atribuição de 
landmarks, manualmente, seguindo-se um emparelhamento automático que usou essas 
landmarks como referência do posicionamento dos spots nos géis. Após o 
emparelhamento, os valores de percentagem de volume foram exportados para um 
ficheiro excel, através do qual os dados foram tratados para posterior análise estatística.   
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Figura 6. Imagem do gel 2D a ser retificado manualmente pelo software ImageMaster Platinum v.7 
(Fonte propria). 
. 
3.8. Análise estatística 
Os dados obtidos relativamente à quantidade média dos alimentos de consumo estimado 
diariamente pelos participantes e a equivalente parcela dos nutrientes, bem como os 
resultados obtidos da concentração proteica, da atividade da α-amilase salivar bem como 
a sua concentração em relação às proteínas totais e da taxa de secreção de cada indivíduo, 
após aplicação das respetivas fórmulas, foram inseridos no programa SPSS versão vinte. 
Os dados foram testados para a normalidade e homocedasticidade através dos testes de 
Shapiro Wilk e Levene, respetivamente. Cada alimento e cada nutriente, obtido através 
do QFA foi comparado entre os grupos através de teste T (amostras independentes) ou 
equivalente não paramétrico (Mann Whitney), no caso dos pressupostos de normalidade 
e homecedasticidade não se verificarem. Procedeu-se de modo semelhante para comparar 
a concentração proteica, atividade da α-amilase salivar e taxa de secreção. Foram aceites 
como significativos os resultados com sig < 0,05.  Os resultados obtidos foram exibidos 
através de gráficos e tabelas. 
Relativamente a análise estatística feita para a comparação dos perfis proteicos, os valores 
a comparar foram as percentagens de volume de cada spot. Para o caso de géis em que 
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alguns spots não foram visualizados, as células da tabela estavam em branco. Nesses 
casos, foi-lhes atribuído um valor abaixo dos demais valores. 
Foram utilizadas duas abordagens. Primeiro, cada spot proteico foi comparado entre os 
grupos, de forma univariada. Neste caso, o procedimento estatístico foi semelhante ao 
descrito para os outros parâmetros salivares. Em segundo lugar, e tendo em conta que 
pode haver efeitos de umas variáveis relativamente às outras, usou-se uma abordagem 
multivariada, para comparar os grupos. Neste caso, a análise foi feita com recurso ao 
software Metaboanalyst.  (calculado pelo software). Foi usado o log para transformação 
e o “mean centering” para o “data scaling” para a normalização dos dados e isso permitiu 
obter uma distribuição próxima da distribuição normal (Anexo V e VI). Este critério foi 
utilizado com base num artigo em que testaram a validade do PLS-DA (Análise 
discriminante por mínimos quadrados parceais) para a análise de perfis 2DE (Karp et al. 
2005). Inicialmente, foi feita a análise do PCA (Análise de Componentes Principais), de 
modo a avaliar a separação entre os grupos e a possível existência de algum individuo 
outlier depois uma análise PLS-DA. Variable important plot (VIP) scores superiores a 1,5 
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4. Resultados e Discussão 
4.1. Questionário de frequência alimentar 
Relativamente aos questionários de frequência alimentar que foram aplicados aos 
participantes, a tabela abaixo indica os alimentos para os quais se observaram diferenças 
significativas entre os grupos, em termos de consumo. O questionário aplicado avalia a 
frequência de ingestão de 86 items alimentares (anexo 1), no entanto, apenas estes 
diferiram significativamente entre portugueses e cabo-verdianos os resultados da média 
e desvio padrão dos demais itens encontram-se exibidos no Anexo VII. No entanto ao 
ordenar os alimentos em diferentes grupos (lácteos, carnes, peixes, óleos e gorduras, pão 
cereais e similares, hortaliças e legumes, frutos, bebidas e miscelaneas) o resultado obtido 
não foi significativo para nenhum dos grupos de alimentos. 
 
Tabela 4. Alimentos com diferenças significativas no consumo estimado entre os dois grupos em estudos 
(média +/- desvio padrão) g/pessoa/dia. Alguns alimentos que possuem tendência em serem 
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Quer os portugueses, quer os cabo-verdianos avaliados são estudantes universitários, 
estando a residir na mesma região geográfica, com acesso ao mesmo tipo de alimentos. 
Mesmo assim, observam-se diferenças particularmente marcadas em termos de consumo 
de açúcar e de frutos.   
O povo português passa, atualmente, por um período em que estão a ser estabelecidos 
programas, a nível regional e nacional, para a promoção da alimentação saudável e para 
a aproximação à “Dieta Mediterrânica”. É possível que, devido aos enormes incentivos 
para uma alimentação saudável, muitos dos jovens universitários portugueses possam 
estar sensibilizados para estas questões. 
Por outro lado, os alimentos cujo consumo foi superior para os Cabo-verdianos são 
alimentos já preferidos pelos habitantes do próprio país. A população Cabo-verdiana é 
caracterizada por um alto consumo de arroz, embora não produzida no arquipélago, 
peixes de conserva e, segundo Cabral et al. (2019), um consumo acrescido de óleos e 
açúcares, concordando com estes resultados. 
Relativamente aos frutos, também se observou um consumo significativamente menor 
por parte dos cabo-verdianos, para vários (Tabela 5). 
 
Tabela 5. Alimentos com diferenças significativos de consumo estimado para os caucasianos (média +/- 
desvio padrão) g/pessoa/dia. Alguns frutos que possuem tendência em serem significativos 
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Várias hipóteses podem ajudar a compreender esta diferença, por um lado, o menor 
consumo desses frutos por parte dos cabo-verdianos pode ter a ver com um menor 
“conhecimento” de alguns, por parte destes indivíduos, uma vez que esses frutos são 
escassos em Cabo Verde.  Por outro lado, apesar de Cabo Verde se situar na região 
tropical, com produção de frutos tropicais, como é o caso da papaia, banana e manga, o 
consumo destes frutos, mesmo no próprio país é pouco frequente (Couto e Santos 2010). 
Há ainda a hipótese de caucasianos e africanos diferirem noutros aspetos que afetam as 
preferências alimentares. Podem existir diferenças na forma como as duas populações 
percebem os alimentos, que não foram avaliadas neste estudo. Por exemplo, em termos 
de sensibilidade gustativa os grupos étnicos podem diferenciar-se significativamente na 
intensidade do sabor percebido (hispânicos, afro-americanos, brancos não hispânicos) 
(Williams et al. 2016). 
 
Outros alimentos (alimentos típicos de Cabo verde) 
Para além dos itens constituintes dos QFA, foram indicados consumos de outros 
alimentos por parte dos cabo-verdianos. Esses alimentos são: Cachupa, Cherém, Papa, 
Camoca, Cuscuz, Feijão Congo, Djagacida, Ponche, Bolacha CV, Mandioca, Massa CV, 
ilustrados na figura 7. 
 
Figura 7. Imagens de alimentos típicos de Cabo verde (cachupa = 1, ponche = 2, bolacha = 3, feijão 
congo = 4, cuscuz = 5, xerém = 6, massa = 7, camoca = 8). 
A frequência de consumo destes produtos foi da ordem de 2 a 4 vezes/semana a 1 vez/mês, 
o que mostra que os estudantes cabo-verdianos residentes em Portugal, apesar de não 
estarem no país de origem, não abandonam completamente os hábitos típicos alimentares 
do seu país. 
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Ao analisar as frequências de consumo em termos de macro- e micro-nutrientes (lista 
apresentada no Anexo IV), observaram-se diferenças significativas apenas a nível da 
vitamina K, biotina, molibdénio e iodo, tendo esses micronutrientes uma maior frequência 
de consumo estimado por parte dos Cabo-verdianos (Tabela 6). Já os carboidratos 
complexos apresentam uma ligeira tendência para estar aumentados em cabo-verdianos, 
ainda que as diferenças não sejam estatisticamente significativas.  
Tabela 6. Nutrientes com diferenças significativos de consumo para os cabo-verdianos (média +/- desvio 
padrão) g/pessoa/dia. Os carboidratos complexos por apresentar apenas uma tendência o seu p 
value está representado com uma cor menos intensa. 
 
 
Segundo um trabalho prático realizado por Hattori et al. (2004), onde foi feita a 
quantificação do molibdénio em amostras de alimentos, concluiu-se que os cereais como 
o arroz são fontes do molibdénio, tendo-se observado um consumo significativamente 
maior de arroz por parte dos cabo-verdianos do que dos portugueses. Pode-se dizer o 
mesmo a respeito dos carboidratos complexos que segundo Panawala (2017) podem ser 
encontrados nos alimentos como milho e feijão que são muito consumidos pelos cabo-
verdianos, segundo o questionário e o recordatório alimentar aplicados nesse estudo. Já a 
biotina é encontrada nos vegetais, leite, tecidos animais (Woollard & Indyk 2013). O iodo 
é um micronutriente essencial para a síntese das hormonas tiróideas que são essenciais no 
controle dos processos metabólicos do organismo e possui como fonte os peixes, os frutos 
do mar, leite e produtos lácteos, ovos, pão, carnes, o sal (Carlsen et al. 2018), que entra 
na constituição de diversos alimentos. A vitamina k encontra-se presente nos vegetais 
(folhas) verdes, contribuindo para cerca de 60% do total da ingestão da vitamina k pois 
estas contém concentrações mais conhecidas (Booth 2012). É de realçar que ambos os 
grupos apresentam um consumo destes nutrientes abaixo da dose diária recomendada para 
um adulto. A média e o desvio padrão para os outros nutrientes estão no Anexo VIII. 
 
jan-20 | Página 29 
4.2. Recordatório alimentar no período de 24 horas 
(Anexo 2) 
De modo a fazer uma avaliação de consumo mais próximo das datas das recolhas, optou-
se por recolher informação através de um recordatório do consumo nas 24h anteriores.  
Foi feita uma análise qualitativa, obtendo-se os seguintes resultados: 
1) Antes do pequeno almoço -Nesse período, portugueses e cabo-verdianos comportaram-
se de modo semelhante. No que diz respeito aos portugueses, dos 56 questionários 
aplicados, a maioria (46 pessoas) não ingeriu qualquer alimento nesse período, quanto 
aos cabo-verdianos, dos 32 questionários, 26 pessoas referiram não ter comido nada. No 
que diz respeito às pessoas que comeram, o tipo de alimentos foi o mesmo para 
portugueses e cabo-verdianos (ex. pão, queijo e fiambre, cereais, leite). 
2) Pequeno almoço – Quanto ao pequeno almoço, apesar de alguns indivíduos não o terem 
feito, esses constituíram uma minoria, não havendo diferenças consideráveis entre os dois 
grupos em estudo. Os alimentos que são igualmente ingeridos nos dois grupos são o pão, 
queijo, fiambre, leite com cereais ou chocolate, tostas e torradas, manteiga, bolo, 
bolachas, café, sumos naturais, iogurtes naturais, frutas e batido de frutas. Normalmente 
os pequenos almoços foram feitos em casa ou na universidade. Apesar de pontualmente, 
apareceram alguns alimentos de forma particular para cada um dos grupos: para os 
portugueses foram broa com azeite, maçã cozida, os chás, pão e bolachas integral, 
chourição, manteiga de amendoim, croissant, frutos vermelhos; para os cabo-verdianos 
são referidos a camoca (usada com alguma frequência para os pequenos almoço em Cabo 
verde), pão com marmelada ou com chocolate, leite condensado e pizza. Olhando para os 
alimentos que foram frequentes apenas para um determinado grupo, volta-se a observar 
um consumo mais acentuado de açúcar por parte dos cabo-verdianos. 
3) Meio da manha – A grande maioria dos portugueses referiu fazer uma refeição a meio 
da manhã. Os alimentos mais consumidos são bolachas de água e sal ou integrais, iogurte, 
barras de chocolate, cereais, leite, café, croissants, frutas como banana e maçã. Já no caso 
dos cabo-verdianos, a maioria referiu não comer nada nesse período do dia, 
correspondendo a 22 das 32 pessoas questionadas. Contudo das que consumiram algum 
alimento no meio da manhã estes foram semelhantes para os dois grupos.   
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4) Almoço – Nesta refeição não se observaram grandes diferenças entre os dois grupos, 
até porque um número considerável de indivíduos pertencentes a ambos os grupos 
almoçaram nas cantinas da universidade. No entanto houve algumas divergências, como 
é o caso do hábito dos portugueses acompanharem as refeições de sopa e pão, tiveram 
também maior frequência em acompanhar o prato principal com salada. Ambos os grupos 
apresentaram regularmente no seu almoço alimentos como: peixe, carnes de porco e 
frango preparados de diversas formas, arroz, batatas, esparguete, feijão, arroz de pato, e 
também pizzas, hambúrguer, omeletas.     
5) Meio da tarde – Relativamente ao tipo de alimentos que os dois grupos consomem, não 
há muitas diferenças. A diferença situa-se em termos de quantidade dos alimentos 
ingeridos, com os cabo-verdianos a consumirem mais alimentos. No caso dos portugueses 
estes fazem uma refeição simples como comer um iogurte ou beber um sumo de frutas, 
um chá, uma peça de fruta ou barritas de chocolate.  
6) Jantar – Para esta refeição, os participantes portugueses podem dividir-se em dois 
grupos: aqueles que ao jantar fazem uma refeição mais leve à base de sopa, ovos cozidos, 
alimentos a base de soja, frutos, e aqueles em que há o consumo de maiores quantidades 
de alimentos como carnes de porco, vaca e frango, arroz, feijão e massas. Há também 
referência à ingestão de bebidas alcoólicas como vinho ou sangria nesta refeição. No caso 
dos cabo-verdianos a maioria referiu uma refeição semelhantemente ao almoço. 
7) Ceia – A maior parte dos participantes refere não fazer esta refeição e aqueles que 
referiram fazer comeram um lanche simples como um iogurte, bolachas, cereais, leite, 
barras de chocolate. Já no caso dos cabo-verdianos, mais de metade referiram ter ingerido 
alimentos antes de dormir, consumindo alimentos similares ao dos portugueses mais em 
uma quantidade maior. Alguns chegaram mesmo a referir uma refeição semelhante à do 
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4.3. Concentração em proteína total e taxa de secreção 
O gráfico abaixo representado (Figura 8) mostra um exemplo de uma curva padrão obtida.  
 
Figura 8. Exemplo da curva da absorvância da concentração padrão. 
Baseado na equação da reta exibida no gráfico acima fez-se o cálculo das concentrações 
de proteínas da saliva de todos os indivíduos do estudo. Nos resultados obtidos e 
apresentados no gráfico abaixo (Figura 9), vê-se que a média das concentrações proteicas 
é diferente entre os dois grupos, com os indivíduos cabo-verdianos a apresentarem 
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Figura 9. Gráfico da comparação da média da concentração proteica das amostras relativamente aos 
dois grupos. 
 
O valor de p para a comparação entre as médias das concentrações proteicas foi de 0,020. 
Vários fatores (condição patológica, sexo, idade) podem influenciar a concentração das 
proteínas salivares (Shaila et al. 2013; Lamy et al. 2014), mas no que diz respeito a etnia 
não se encontrou qualquer trabalho estudo que exprima esse facto. As amostras foram 
recolhidas nas mesmas condições (mesmo intervalo de tempo, mesmo período do dia, 
indivíduos com idade aproximada) e as condições patológicas constituíram fatores de 
exclusão. Sendo assim, tal diferença encontrada pode se dever a outros fatores que não 
estes apontados, podendo ser, portanto, a genética ou hábitos alimentares.    
Em muitos casos o fato da concentração proteica apresentar-se mais ou menos elevada 
tem a ver também com o fato da taxa de secreção ser menos ou mais elevada 
respetivamente (Shaila et al. 2013). Para averiguar tal fato fizeram-se cálculos da taxa de 
secreção para cada individuo e fez-se a comparação da média entre os grupos, não se 
observando diferenças significativas entre os grupos (Portugueses 0,45/0,24; Cabo-
verdianos 0,54/0,28, p = 0,219) reforçando a hipótese de que a concentração das proteínas 
salivares são maiores nos cabo-verdianos do que nos portugueses. 
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4.4. Atividade da α-amilase salivar em amostras da 
saliva 
A atividade enzimática da proteína α-amilase foi comparada entre os dois grupos 
estudados. Observaram-se atividades amilolíticas significativamente mais elevadas nos 
indivíduos cabo-verdianos, comparativamente aos portugueses (Figura 10) (P=0,021). 
 
Figura 10. Gráfico da comparação da atividade da α-amílase salivar entre caucasianos e cabo-
verdianos, resultados expressos em U/mL. 
Vários são os fatores que são indicados como influenciadores da concentração da α-
amilase, nomeadamente o stresse físico (causado por exercício), stresse psicológico, taxa 
de fluxo salivar, depressão, idade, consumo de álcool (Arhakis et al. 2013; Sahu et al. 
2013). A amílase salivar é uma enzima de grande importância na digestão do amido, um 
polissacarídeo presente nos vegetais (semente, folhas, caules, frutos e raízes), 
encontrando-se em quantidades consideráveis em alimentos como arroz, batata, trigo, 
milho, mandioca. Diferentes estudos sugerem que os níveis de amilase salivar estão 
associados ao conteúdo em amido habitualmente presente na dieta (Mandel et al. 2010; 
Santos et al. 2012). Alimentos ricos em amido, como milho e mandioca, são alimentos 
com um contributo significativo para a dieta dos cabo-verdianos. O milho desde a 
antiguidade que se constituiu como um produto base da alimentação, servindo de matéria 
prima para a confeção de vários pratos tradicionais que ainda hoje são consideravelmente 
consumidos pela sociedade Cabo-verdiana. Assim, é possível que estes níveis 
aumentados de amílase nesta população se devam a um processo adaptativo dada a 
necessidade de digestão do amido presente nestes alimentos. Também o arroz aparece 
como um alimento indispensável na vida diária dos Cabo-Verdianos, o que pode ser 
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conferido em vários artigos (Cabral et al. 2019; Couto & Santos 2010). De realçar que ao 
estimar a atividade enzimatica da amílase em relação à concentração em proteína total, 
da saliva,  não se observaram diferenças signicativas (Cabo-verdianos 0,2467*10-3/0,14; 
Portugueses = 0,1963*10-3/0,24, p = 0,152), o que significa que apesar da concentração 
proteica ser mais alta nos Cabo-verdianos a proporção da amílase em relação às outras 
proteínas salivares, para ambas os grupos, são equiparáveis. 
4.5. Comparação de perfis salivares 2DE entre 
caucasianos e cabo-verdianos 
Após a análise dos géis obtidos através de eletroforese 2DE, a percentagem de volume de 
cada spot proteico foi comparada entre os dois grupos (caucasianos e africanos). Foi feita 
uma comparação univariada (spot a spot, individualmente) e uma comparação 
multivariada, tendo em conta possíveis interações que pudessem existir entre (alguns) 
spots. Numa primeira fase foi feita uma análise univariada (Teste T).  
Alguns spots proteicos foram observados como estando diferencialmente expressos entre 
os grupos de indivíduos caucasianos e africanos (spots 10, 71, 78, 88, 109, 161, 186, 247, 
248, 249, 251, 259 e 263) (Figuras 11 e 14). 
 
Figura 11. Exemplar dos géis de cada grupo com clara diferença de expressão de alguns spots. 
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Tendo em conta a natureza da saliva e o facto da variação de algumas proteínas salivares 
poderem ocorrer em associação com outras, a comparação entre caucasianos e Africanos 
foi feita, também, por análise multivariada. Numa primeira fase, através de PCA, os dois 
grupos não ficaram muito separados, mas nenhum dos indivíduos apareceu como outlier 
(Figura 12) 
 
Figura 12. Análise de componentes principais e a respetiva percentagem de variabilidade entre os 
grupos (1 = Cabo-verdianos; 2 = Caucasianos) 
 
Através de “Partial Least Square – Discriminant Analysis” (PLS-DA), observou-se uma 
boa separação dos grupos (Figura 13). 
 
 
Figura 13. Representação gráfica da separação encontrada entre os grupos pela análise da PLS-DA. (1 
= cabo-verdianos; 2= caucasianos; CE = caucasianos; CVE = cabo-verdianos). 
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No que diz respeito às variáveis que mais contribuem para esta separação dos grupos, 
tem-se os spots que têm VIP>1.5, nomeadamente os spots 161, 101, 259, 251, 144, 87, 
240, 109, 73, 59 e 246 (Figura 14). 
 
Figura 14. Representação das variáveis mais significantes na diferenciação entre os grupos e a respetiva 
intensidade (à esquerda tem-se o número de match que representa proteínas e à direita a 
intensidade com a qual são expressas;1 corresponde aos cabo-verdianos. 
 
De acordo com trabalhos prévios, onde os spots de perfis proteicos salivares foram 
identificados por espetrometria de massa (ex. Rodrigues et al., 2017a; Rodrigues et al., 
2017b; Rodrigues et al., 2019) as proteínas que correspondem aos spots que diferem entre 





Tabela 7. Número do spot e as proteínas correspondentes a esses spots, assim como a indicação do 
sentido de variação, em cabo-verdianos, comparativamente a caucasianos (média+/- desvio 
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padrão). A média e o desvio padrão estão representadas apenas para as proteínas que foram 
identificadas por análise univariadas. 
 
De entre as várias proteínas observadas como diferindo entre portugueses e cabo-
verdianos, só para 3 se observaram níveis de expressão mais elevados, estando as 
restantes diminuídas em cabo-verdianos.  A existência de diferenças entre etnias vai de 
encontro a trabalhos prévios, que indicam diferenças a nível da saliva de indivíduos de 
populações diferentes. Por exemplo, Choo et al. (2017) tinham sugerido a existência de 
diferenças no proteoma da saliva entre populações. Tais diferenças podem dever-se tanto 
à genética como também a questões de hábitos alimentares pois quando se fala mais 
especificamente das proteínas catalíticas que possuem funções sobre determinados 
componentes dos alimentos a sua disposição será proporcional ao seu contato com o 
componente em questão (Morzel et al. 2017). 
As proteínas salivares cistatina, albumina e amílase apresentaram diferenças entre 
caucasianos e cabo-verdianos. Quanto à amílase, um dos spots desta proteína está 
aumentado na saliva dos indivíduos cabo-verdianos. Esse resultado vai no sentido do 
resultado obtido para a atividade enzimática desta proteína. No entanto, são necessários 
mais estudos que ajudem a perceber o porquê das restantes formas de amilase não 
apresentarem diferenças entre os dois grupos. 
A cistatina S, que representa uma das proteínas mais comuns pertencentes à saliva, e que 
esta presente em níveis mais baixos em cabo-verdianos, provém principalmente da 
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secreção das glândulas submandibulares e corresponde, segundo Martini et al. (2017), a 
uma proteína de defesa envolvida na imunidade oral inata. As cistatinas em geral 
desempenham importantes funções, são inibidores reversíveis das peptidases de cisteína 
(Dickinson 2002; Oliveira et al. 2003). Segundo Dickinson (2002), as cistatinas salivares 
em especial possuem o potencial de inibir muitas enzimas devido à alta concentração que 
apresentam neste fluido. Ainda que seja este o primeiro trabalho, que seja do nosso 
conhecimento, em que é referida uma diferença nos níveis de cistatinas entre caucasianos 
e africanos, Dickinson (2002) havia já referido que existe uma variação considerável na 
concentração dos níveis de cistatina em populações diferentes, ainda que igualmente 
saudáveis. 
A diferença referida pode ser atribuída à genética. No entanto, estas diferenças podem 
dever-se também a outros fatores. Por exemplo, Martini et al. (2017) referiram que a 
cistatina S possui a função de inibir patogénios endógenos (parasitários e bacterianos), o 
que significa que diferentes níveis de exposição a estes pode influenciar os níveis desta 
proteína na saliva. 
 
A variação nos níveis desta proteína pode ainda dever-se aos hábitos alimentares. 
Trabalhos recentes, realizados no nosso laboratório, mostraram que os níveis desta 
proteína aumentam em resposta ao consumo de alimentos ricos em polifenóis, como o 
vinho e as nozes (dados não publicados). Também o fato destas proteínas terem funções 
de inibidores de proteases cisteína e tendo em conta que essas protéases, segundo Malek 
et al. (2016), são encontradas principalmente nos frutos e em latex dos vegetais, então é 
expectável que possam estar presentes em níveis mais elevados em indivíduos com 
maiores consumos desses alimentos. Tendo em conta os resultados observados, em 
termos de hábitos alimentares, onde se observou um maior consumo de frutas por parte 
dos portugueses, não se pode descartar a hipótese de que alguma desta variação seja 
consequência desses diferentes tipos de consumo.  
Relativamente à diferença encontrada na proteína induzida por prolactina (PIP), mais 
estudos são necessários para compreender o motivo. Apesar dos vários estudos já 
realizados, as funções biológicas desta proteína ainda não estão totalmente 
compreendidas (Baniwal et al., 2013; Urbaniak et al., 2018). Funções relacionadas com 
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a dinâmica do citoesqueleto, proliferação, silenciamento, foram já referidas (Baniwal et 
al. 2013). Segundo estes mesmos autores, a PIP possui também uma grande capacidade 
de adesão pois consegue ligar-se a outras proteínas (fibronectina, actina, fibrinogénio, β-
tubulina, albumina sérica), a células (TCD4, macrófagos, espermatozóides), o que leva a 
presumir que ela pode ter funções imunomoduladoras. Quando se fala das PIP salivares 
humanas foi verificado que estas conseguem ligar-se às bactérias (Gemella, 
Streptococcus, Staphylococcus) o que sugere que a PIP faz parte do mecanismo de defesa 
oral contra os patogénios bacterianos (Urbaniak et al. 2018).   
Uma outra proteína cujos níveis foram mais baixos em Cabo-verdianos foi a 
imunoglobulina A (IgA). Spots de cadeia alfa de imunoglobulina e spots de recetor 
polimérico de imunoglobulinas, apresentarem níveis de expressão mais baixos nos géis 
deste grupo. Enquanto a cadeia alfa é uma das cadeias constituintes da IgA, o recetor 
polimérico de imunoglobulinas possui função de captar e transportar as IgAs (Sakaguchi 
et al., 2013). As IgAs são consideradas como principais isótipos das imunoglobulinas (Ig) 
presentes nas secreções das mucosas (Endsley et al. 2010), onde desempenham 
importantes funções na defesa contra ataques de microrganismos patogénicos através da 
aglutinação impedindo a adesão destes à superfície da mucosa. Na saliva a IgA encontra 
se ligada a um componente, denominado de secretor, formando o complexo o IgA-
secretor. Esta constitui a primeira linha de defesa contra os patógénios orais, e por 
conseguinte, ajuda a manter a integridade da superfície dentária e epitelial, o que faz com 
que uma baixa concentração na saliva esteja relacionada com o aumento das doenças 
periodontais e caries (Khan et al. 2016). Relacionando estes factos com os resultados 
observados no presente trabalho, é possível colocar a hipótese de que menores níveis 
desta proteína em africanos os possa expor a mais problemas orais. Segundo Naorungroj 
et al (2017), existe ligação entre heterogeneidade racial e periodontite (numa investigação 
que teve a participação de populações brancas e afro-americanas). Neste, e num outro 
estudo semelhante, realizado por Wu et al. (2011), estimou-se a saúde oral entre os 
brancos não hispânicos, pretos não hispânicos e mexicanos e o resultado revelou um 
número significativamente maior de dentes cariados por parte dos negros e mexicanos.  
Segundo Khan et al. (2016), a concentração da IgA na saliva está intimamente associada 
à idade, no entanto, no presente trabalho esse não será o motivo da variação, pois os 
participantes do estudo tinham idades semelhantes.  
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Relativamente  spot144, apesar deste não ter sido identificado, encontra-se numa zona em 
que é expectável encontrar PRP (proteínas ricas em prolinas), pois ao comparar o spot 
144 da figura 15 (resultado do nosso trabalho) com o spot 5 da imagem obtida por 
Vitorino et al. (2006) (figura 15) vê-se que se situam na mesma área.   
 
Figura 15. Imagem de um gel 2D que mostra a região da PRP que nesse caso corresponde ao spot 5. 
Spot 1 = Recetor polimérico da imunoglobulina; spot 2 = IgA; spot 3 = Lactoferrina; spot 4 
= Amilase; spot 6 = Cistatina S ; spot 7 = Lipocalina 1; spot 8 = Cistatina SN1; spot 9= 
Cistatina SN2, spot 10 = Precursor da película de cistatina SA-III; spot 11 = Calgranulina B, 







No entanto caso seja este, os seus níveis estão aumentados nos portugueses, 
comparativamente aos cabo-verdianos (facto que pode ser confirmado ao analisar os spots 
144 da imagem dos géis dos portugueses e dos cabo-verdianos da figura 14). As PRPs 
presentes na saliva pertencem a 3 classes: ácidas, glicosiladas e básicas. Enquanto que as 
PRPs ácidas têm funções de proteção da cavidade oral, estando muito ligadas à saúde 
oral, as PRPs básicas têm sido particularmente referidas em relação a capacidade de 
ligação a polifenóis. Os níveis destas proteínas aparece aumentado em espécies animais 
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que têm consumos de polifenóis (particularmente taninos) aumentado (ex. Shimada 2006; 
Lamy et al. 2010). Assim, variações nos níveis desta proteína podem dever-se a diferenças 
nas dietas (Tian et al. 2015). Níveis mais elevados de taninos podem ser encontrados em 
frutos, frutos secos e vinhos. Considerando o resultado obtido para os hábitos alimentares, 
os estudantes portugueses consomem muito mais frutos e frutos secos de que os cabo-
verdianos, sendo o consumo de vinho um hábito típico de países com Dieta Mediterrânica, 
como é o caso de Portugal.  
A albumina salivar enquadra-se no grupo das proteínas correspondentes a potenciais 
biomarcadores, nomeadamente como marcadores de patologias como diabetes mellitus, 
caries dentarias, carcinomas (Vaziri et al. 2009; Koduru et al. 2017). A diferença 
observada neste estudo, em pelo menos uma forma proteica da albumina, indica que 
alguns resultados indicando esta proteína como biomarcador de algumas patologias, terão 
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5. Conclusão 
A realidade que é conhecida por todos e que é indiscutível, é que há diferenças a nível da 
genética e dos hábitos alimentares entre estes dois povos. Por outro lado, verifica-se que 
também há semelhanças perante aquilo que ambos consomem, mas o que este trabalho 
quis perceber é se essas diferenças contribuem para as diferenças encontradas no 
proteoma salivar entre estas duas populações. Para dar resposta a esta questão, com base 
nos resultados conseguidos neste trabalho podemos dizer que sim. Com efeito proteínas 
como as imunoglobulinas, cistatinas e amílases, apresentam diferenças entre caucasianos 
e africanos. Se isso se deve exclusivamente a uma componente genética ou também ao 
facto de existirem diferenças alimentares, fica por esclarecer. No entanto, é importante 
realçar que, perante estes resultados, é importante não generalizar os trabalhos que 
sugerem biomarcadores salivares. 
Para finalizar a nossa saliva conta com uma ampla variabilidade a nível da proteómica 
cuja influência vai muito além da genética e dos hábitos alimentares, o que faz com que 
as particularidades sejam não apenas de um determinado grupo mas sim individuais. 
Assim, há ainda uma grande necessidade de mais estudos que ajudem a caracterizar e 
conhecer melhor a composição da saliva e dos fatores que a podem fazer variar, de modo 
a que este fluido possa começar a ser realmente usado na pesquisa e quantificação de 
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5.1. Estudos Futuros 
Para dar continuidade a esse estudo e perceber com outro nível de detalhe quais as 
proteínas expressas em ambas os grupos, e as que apenas o são para um determinado 
grupo, o próximo passo seria submeter os resultados obtidos nos géis 2DE a técnica de 
espetrometria de massa a fim. 
Ainda relativamente a este trabalho, ele pode ser ainda mais desenvolvido pelo que, para 
determinar com maior eficiência o efeito da influência dos hábitos alimentares sobre o 
proteoma salivar, seria interessante a utilização de populações geneticamente semelhantes 
mas com uma grande diversidade a nível da alimentação. E para inferir melhor a respeito 
da influência da genética, ter como participantes do estudo populações de raças diferentes 
mas que não apresentem diferenças a nível alimentar e convivam em ambientes 
semelhantes, com as mesmas condições de higiene e exposições. Ainda para dar 
contributo a nível do conhecimento do proteoma salivar, vários outros fatores específicos 
conhecidos como seus influenciadores podem e devem ser suprimidos ou considerados, 
para com outro grau de certeza afirmar quais são fatores (internos ou externos) que afetam 
a sua variabilidade, concentração e constituição. Pois esse estudo não ficou integralmente 
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Anexo I 
➢ Questionário de frequência alimentar 
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Anexo II 








jan-20 | Página 59 
Anexo III 
➢ Consentimento informado 
 
 
Comparação do Proteoma Salivar entre Caucasianos (Portugueses) e Africanos (Cabo-
Verdianos): Influência dos Hábitos Alimentares 
Caro/a voluntário/a, 
A equipa de investigação do laboratório de fisiologia animal aplicada da Universidade de Évora 
está a realizar um estudo sobre a “Comparação do Proteoma Salivar entre Caucasianos 
(Portugueses) e Africanos (Cabo-Verdianos): Influência dos Hábitos Alimentares”. A sua 
participação consiste na resposta a um questionário de frequência alimentar, ao preenchimento de 
um recordatório alimentar das 24h anteriores e à recolha de saliva, em condições de não-
estimulação, para posterior avaliação, em laboratório, da composição proteica.  
No decorrer do estudo será assegurado o devido respeito pelos cuidados éticos e deontológicos 
exigidos - o processo será mantido confidencial e os dados obtidos irão servir apenas para os 
efeitos desta investigação, não sendo tratados de forma individual mas sim no seu conjunto. Os 
dados serão processados de forma estatística e posteriormente divulgados em evento e/ou revista 
científica. Desejamos muito que participe neste projeto.  
Desde já agradecemos a sua disponibilidade. 
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
Autorização: 
Eu,_________________________________________________________tendo lido e 
compreendido o objetivo e os procedimentos do estudo, autorizo/não autorizo (riscar o que não 
interessa), a participação neste estudo e que os dados recolhidos sejam utilizados para análise. 
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Anexo IV 
➢ Lista de nutrientes QFA 
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Anexo V 
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Anexo VI 
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Anexo VII 
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Anexo VIII 
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